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Description 

La prdsente invention est relative ^ un proc^6 de 
detection et/ou d'identification d'une seule base sur une 
s6quence d*acide nucl^ique, ainsi qu'^ ses applications, s 
notamment dans le diagnostic des maladies gdndtlques 
et dans te contrdle d'une hybridation. 

L'hybridation d'acide nucl^ique a 6X§ utilisde pour 
6tudier Tidentitd et dtablir la presence d'acides nucldl- 
ques. L'hybridation est bas^e sur I'appariement de ba- 
ses compl6mentaires. Lorsque des acides nucl6iques 
simple brin compldmentaires sont incubes ensemble, 
iesdits acides nucl^iques simple brIn s'apparient pour 
former une moldcule hybride double brIn. La capacity 
de I'ADN simple brin ou de TARN k former une structure 
avec une sequence d'acide nucl^ique compl^mentaire 
est utilisde comme mdthode d'analyse et de diagnostic. 
La disponibilitd de nucleosides triphosphates radioactifs 
ayant une activity sp6cifique importante et le marquage 
de I'ADN au 32p en presence d'enzymes a fonction po- 
lymerase, par exemple la T4 l^inase, a permis d'identi- 
tier, d'isoler et de caract^riser de nombreuses sequen- 
ces d'acides nucieiques d'intSrdt biologique. 

L'hybridation repr^sente un critere important dans 
la detection de la presence de sequence d'acide nuclei- 
que particulieres comme par exemple : 

- dans les maladies genetiques humalnes ou anima- 
tes ou une modification hereditaire du patrimolne 
genetique a des consequences morbldes (par in- 
sertion, deletion ou mutation ponctuelle d'une se- 
quence particulidre) ; 

dans les maladies cancereuses, ou des rearrange- 
ments de I'ADN genomlque sont observes ; 
au cours des infections ou I'on decdle la presence 
de genomes etrangers tels que celui des microor- 
ganismes (bacteries, champignons et virus par 
exemple) ; 

pour ridentification des individus en general : 

en medecine legale (paternite. filiation par 
exemple), 

dans le domaine agroallmentalre (ptantes, con- 
trdle sanltalre par exemple). 

Dependant, l'hybridation comme outil de diagnostic 
peut etre limitee par la difficulte de sa mise en oeuvre 
(techniques lourdes) ou par Tabsence de speclficite de 
l'hybridation (protocole operatoire). 

En effet, retude chimique de l'hybridation a mis en 
evidence I'influence de la concentration de chacun des 
brins d'acides nucieiques imptiques, de leurs longueurs, 
de leurs compositions en bases, de la temperature, du 
pH, de la force ionique, de la viscostte du milieu. 

La temperature notamment, est critique et dolt res- 
ter inferieure k la temperature de fusion (Tm : tempera- 
ture k laquelle 50 % des sequences sont sous forme 
double brin). En solution, la temperature optimale d'hy- 


bridation est 25^C en dessous de la Tm pour une sonde 
de 150 nucleotides et leg^rement plus basse pour les 
sondes plus courtes. 

Ainsi lorsque Ton veut detecter une mutation portant 
sur une seule base, on peut generalement utiliser, selon 
les cas, deux types de sondes : des sondes d'acide nu- 
cieique dites longues, superieures ^150 nucleotides en 
general, ou des sondes d'acide nucteique dites courtes 
entre 17 et 24 nucleotides en general. Si la mutation in- 
ten^ient dans un site reconnu specifiquement par une 
enzyme dite de restriction, on peut utiliser la technique 
de Southern : celle-ci comporte les etapes d'isolement 
de I'ADN, de digestion par I'enzyme de restriction, 
d'eiectrophordse sur gel. de transf ert sur une membrane 
et d'hybridation k Taide d'une sonde longue interessant 
la region de la mutation ; aprds lavage et autoradiogra- 
phie, I'anatyse des failles des fragments obtenus permet 
d'infirmer ou confirmer la presence de la mutation. Le 
procede tres burd necessite que la mutation interesse 
un site de restriction. Si ce n'est pas le cas, on peut syn- 
thetiser une sonde courte oligonucieotidique de 17 ^ 24 
nucleotides dont ie centre coincide avec la mutation que 
Ton veut detecter. En choisissant des conditions appro- 
priees d'hybridation et de ringage (specif ique de chaque 
systeme), on ne peut obtenir une hybridation h Taide de 
I'oligonucieotide marquee qu'en cas d'homologie parfai- 
te (une seule difference nucieotidique, notamment k 
I'endroit de la mutation, entratne la destabilisation de 
l'hybridation). 

La Demande de Brevet EP 141 382 decrit un pro- 
cede d'autoradiographie, pour I'obtention d'une infor- 
mation permettant la localisation de substances mar- 
quees radioactivement, reveiees sur un support solide. 
Cette methode est en particulier applicable aux metho- 
des de sequengage de I'ADN, utilisant I'autoradlogra- 
phie. 

La Demande Internationale PCT WO 88/05470 est 
relative k des ADN polymerases 17 et k leurs applica- 
tions dans le sequengage de I'ADN. 

L'ADN polymerase decrite dans cette Demande In- 
ternationale PCT. est capable d'incorporer, de manidre 
continue, de nombreux nucleotides (processivite supe- 
rieure k 500 bases), en utilisant le meme systeme amor- 
ce-matrice. peut dtre utilisee avec des amorces de pe- 
tites dimensions (10 bases ou moins, de preference 
4-20), permet I'incorporation d'analogues de nucleoti- 
des et ne presente pas d'activite nucieasique. 

Cependant, ces differentes methodes presentent 
un certain nombre d'inconvenients: 

conditions de temperature difficiles k mattriser, pour 
obtenir une hybridation appropriee ; 
eventuellement presence obligatoire d'un site de 
restriction ; 

immobilisation de I'acide nucieique sur membrane 
(Southern bbt). 

Le Brevet Americain AMERSHAM n"" 4 656 127, a 
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permis de pallier certains de ces inconv6nients, notam- 
ment en ce qu'il permet de d6tecter une mutation pre- 
sente d un endroit ne prdsentant pas de site de clivage 
par une enzyme de restriction. 

Ce Brevet Amdrlcain n* 4 656 127, d6crit une m6- s 
thode de detection de ia mutation d'une base nucldoti- 
que sp^cifique dans un fragment d'acide nucl^ique 
(ADN ou ARN) cible par : 

(a) liybridation d'une sonde avec la sequence cible 
pour former un hybride d'acide nucl6ique, dans le- 
quel une extr^mitd de la sonde est hybridde de ma- 
ni^re adjacente k la base nucl^otidique sp^cifique ; 

(b) melange de I'hybrlde avec un ddrivd nucl6otidi- 
que dans des conditions appropri^es ^ {'Elongation 
de la sonde, de manidre ^ permettre la jonction d6- 
rivd nuclEotidique - extrdmlte de la sonde, seule- 
ment si la base spdcifique dans la sequence cible 
est (ou n'est pas) la mutation k ddtecter, une sonde 
associde audit ddrivd nuclEotidique Etant rdslstante 
k une digestion dans des conditions particuli^res ; 

(c) digestion de i'hybrlde par une exonuclEase dans 
des conditions telles que le fragment double brin est 
progressivement dig^rE k partir de TextrdmitE de la 
sonde k moins que ladite extr^mitd ait 6t6 mise en 
jonction avec ledit derive nuclEotidique ; 

(d) Elimination des portions de la sonde qui ne sont 
plus hybriddes k la chatne d'acide nucldique ; 

(e) et detection d'une mutation de la base nuclEoti- 
dique spEcifique dans la sequence cible par detec- 
tion de la presence ou de I'absence de la sonde 
aprks digestbn. 

Ce procEdE implique en particulier en plus de la 
sonde, I'utilisation d'un dErivE nuclEotidique ayant des 
propridtEs particulidres et comporte de ce fait encore de 
nombreuses Etapes. De plus, il nEcessite, pour sa rea- 
lisation, une immobilisation de I'acide nuclEique sur une 
membrane et 6galement un marquage (de la sonde ou 
du dErivE nuclEotidique). 

La prEsente invention s'est en consequence, donn6 
pour but de pourvoir k un procddE ^identification d'une 
base nucieotidique spEcifique, aisE et rapide k mettre 
en oeuvre, qui r6pond mieux aux nEcessitds de la pra- 
tique que les procEdEs de I'Art antErieur, notamment en 
ce que le procEdE confomae k invention ne nEcessite 
pas un protocol e opEratoire complexe, c'est-^-dire ne 
nEcessite ni Immobilisation de I'ADN, ni marquage de la 
sonde, et s'applique k la detection de sequences d'acide 
nucieique particulieres. notamment dans les maladies 
genetiques, les maladies cancEreuses. les infections, 
ridentification d'individus humains, animaux ou vege- 
taux. 

La presente invention a pour objet un procede de 
detection et/ou ^identification d'une base nucieotidique 
specifique dans une sequence d'acide nucieique cible, 
du type comprenant une etape d'hybridation de la se- 
quence cible sur laquelle se trouve la base k identifier 


avec une sequence nucieotidique sonde de longueur 
suffisante pour permettre une hybridation correcte, 
quelle que soit la temperature de reaction, une etape de 
synthase du brin compiementaire de I'hybride obtenu 
-ladite sequence nucieotidique sonde servant d'amor- 
ce-, en presence d'une polymerase sans action exonu- 
ciease 3'5', et une etape de detection de la base k iden- 
tifier par tout moyen approprie, 
lequel procede etant caracterise : 

en ce que ladite sequence nucieotidique, servant 
d'amorce, s'hybride avec la sequence cible, de ma- 
niere k ce que son extremite 3' soit adjacente k la 
base nucieotidique specifique k detector et/ou k 
identifier ; et 

en ce que la synthase dudit brin compiementaire de 
I'hybride est realisee en presence d'au moins une 
base nucieotidique bloquante choisie panni les di- 
desoxynucieotides et en I'absence de dNTR laquel- 
le base nucieotidique bloquante. lorsqu'elle est in- 
corporee, est detectee et permet d'identifier la base 
nucieotidique specifique compiementaire presente 
sur la sequence cible k analyser. 

On entend par nucleotide, au sens de la presente 
invention, aussi bien un oligonucleotide, qui comprend 
de 10 ^ 50 bases qu'un nucleotide pouvant comprendre 
plus de cent bases. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit 
procede, lesdites bases nucieotidlques bloquantes sont 
marquees de manidre appropriee notamment par un 
marqueur choisi dans le groupe qui comprend des subs- 
tances radioactives, des enzymes, des produits chimi- 
ques chromophores fluorescents ou chimiolumines- 
cents et des anticorps appropries. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre, le marqueur est Identique ou different 
pour chacune des bases nucieotidlques bloquantes. 

Selon une modalite de cette disposition, lorsque les 
quatre bases bloquantes sont marquees k I'aide de mar- 
queurs differents, la detection des quatre nucleotides 
bloquants est avantageusement simuitanee. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux dudit procede, lorsque les quatre bases bloquan- 
tes sont marquees de maniere identique ou bien lors- 
qu'elles ne sont pas marquees, la detection des quatre 
nucleotides bloquants est realisee successivement et/ 
ou separement. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre, on detecte, de maniere appropriee, le py- 
rophosphate forme lors de la reaction de polymerisation. 

En effet, la reaction de polymerisation gendre la 
production d'un pyrophosphate, comme suit : 

matrice - amorce + dNTP 
matrice - (amorce + dNMP) + PP,. 
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En mesurant le pyrophosphate dans chaque tube 
de reaction, il est possible de determiner pour laquelle 
des bases une reaction de potymdrtsation s'est produi- 
te. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mo- 
de de mise en oeuvre, on ddtecte chaque base nucldo- 
tidique marquee. 

En effet, chaque tube de reaction contlent. en ce 
cas. une seule base nucldotidique marqude, les trois 
autres ne i'^tant pas ; la mesure de la base marquee 
(par fluorescence, radioactivit6...) permetde determiner 
pour laquelle des bases une reaction de polymerisation 
s'est produite, les bases marquees non Incorporees 
etant eiiminees par lavage. 

Le precede conforme ^ I'invention a notamment 
I'avantage de permettre de d6finir les conditions op6ra- 
toires, independamment de la base nucieotidique k 
identifier et de ne pas necessiter d'immobilisation de 
I'acide nucieique sur une membrane. 

La presente invention a egalement pour objet un kit 
ou coffret de diagnostic, pret k I'emploi, pour la mise en 
oeuvre du procede conforme k i'invention, caracterise 
en ce qu'il comprend outre les quantites convenables 
de reactifs et tampons adaptes k la mise en oeuvre du 
precede : 

des quantites appropriees d'un nucleotide, servant 
d*amorce. capable de s'hybrider avec la sequence 
cible de maniere k ce que son extremite 3* soit ad- 
jacente k la base nucieotidique specif ique k 
detecter ; 

des quantites appropriees de quatre bases nucieo- 
tidiques bloquantes cholsies parmi les didesoxynu- 
cieotides (ddTTR ddGTP, ddATP. ddCTP). de ma- 
niere k etre incorporables dans le produit d'exten- 
sion de I'amorce tout en bloquant reiongation dudit 
produit d'extension ; et 

des quantites appropriees d'une polymerase sans 
action exonuciease 3'5'. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit kit 
ou coffret, les bases nucieotidiques modifiees sent mar- 
quees de maniere appropriee notamment par un mar- 
queur choisi dans le groupe qui comprend des substan- 
ces radioactives, des enzymes, des produits chimiques 
chromophores fluorescents ou chimiolumlnescents et 
des anticorps appropries. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du- 
dit kit ou coffret, il comprend, en outre, des reactifs ap- 
propries pour le dosage du pyrophosphate. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront 
de la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux comprise k I'aide du comple- 
ment de description qui va suivre, qui se retere k des 
exemples de mise en oeuvre du precede objet de la pre- 
sente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois. que ces exem- 


ples sont donnes uniquement k titre d'illustration de I'ob- 
jet de I'invention, dont ils ne constituent en aucune ma- 
niere une limitation. 

5 Fvftmplft 1 ' rilannofitif^ Hft la riri^nannrytnsfl nar Iq pro- 
r.MA rnnfnrmQ A rinvflntinn rmasurQ das dldesoxvnu- 
H^ntiriftQfhinrasrPntc.^ 

La drepanocytose ou anemie falciforme est due k 
10 une mutation dans I'un des exons du gene p codant pour 
la chaine p de I'hemoglobine (Hb). Cette mutation con- 
sistant en une substitution d'une adenine (A) par une 
thymine (T), modifie le codon GAG, traduit en un acide 
glutamique (en position G) dans I'Hb nonmale, en codon 
IS GTG. traduit en une valine dans I'Hb anormale (HbS). 
L' ADN qui a ete utilise dans cet example correspond k 
une sequence d'ADN amplifie simple-brin. 

a) Blocaae des amorces d'amplification. 

20 

* meianger dans un tube de microcantrif ugation, pour 
chaque ADN matrice : 

100 ng d'ADN (simple-brin amplifie) 
25 - 7 M.I de tampon Sequenase 5X (= TrIs-HCI pH 
7,5, 200 mM ; NaCI. 250 mM ; MgClg. 100 mM) 

- HgO qsp 22 ^1 

* agiter k I'aide d'un vortex et centrif uger rapidement 
30 * incuber au bain-marie k 95"C pendant 2 minutes. 

* enlever vite et placer au bain-marie k 37'*C pendant 
10 minutes. 

* preparer le tampon de reaction pour un echantillon 
d'ADN, constitue de : 

35 

- 2,5^IDTT0,1M 

1 p.1 d'un melange de ddNTRdilue au 1/400 
(ddTTR : 112 ^iM ; ddGTP : 1 .12 ^iM ; ddATP : 
3,36 ^lM ; ddCTP : 8.96 ^M) ; et 
40 - H2O qsp 6,5 ^il 

Sequenase 1 ^1 (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie et centrifuger rapi- 
dement, 

45 ♦ ajouter le tampon de reaction et meianger, 

* placer au bain-marie & 37°C, pendant 5 minutes, 

* enlever les tubes et les placer dans la glace. 

b^ Elimination des didesoxvnucieotides frolds en exces 

50 

On utilise les systemes de microseparation Centri- 
con® 3 ou 10 (Amicon) qui, par filtration sur membrane 
acceieree par centrif ugation, permettent de retenir des 
especes moieculalres de polds moieculaire superieur k 
55 3 000 ou 10 000 Daltons (par exemple: un nucleotide 
correspond k 330 D et un oligonucleotide de synthese 
de 20 meres correspond k 6 600 D). 
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disposer te volume r^actionnel issu de a) dans un 
"Centricon" 3 ou 10 et diluer si n^cessaire, 
- centrifuger ^ moins de 5 000 g en suivant les ins- 
tructions du fabricant, de fagon k rdcupSrer un vo- 
lume minimal. 

inverser le syst^me Centricon®, 

centrifuger pour recup^rer le volume r^actionnel. 

ramener le volume obtenu k^2^\. 

c) Micros6quencage (proc6d6 conforme h invention) 

* Pour chaque lube d'ADN, ajouter aux 12 fil : 

- 15 ng d'oligonucl6otide 5' CATGGTGCACC- 
TGACTCCTG 3* (OA), con-espondant k la sd- 
quence s'arrdtant k la base adjacente k la po- 
sition de la mutation 

7 \l\ de Tampon Sequdnase 5X tel que ddfini en 
a) ci-dessus et proc^der comme dans a) ; puis 

* preparer le tampon de reaction constitud pour cha- 
que 6chantillon de : 

- 2.5^ilDTT0.1 M 

1 |il d'une dilution au 1/4006me d'un mdlange 
de ddNTP fluorescents (ddTTP* : 112^M; 
ddGTP*: 1.12^M; ddATP*: 3,36^M; 
ddCTP*: 8,96^M). Les did^soxynucldotides 
fluorescents sont vendus par Du Pont (Gene- 
sis® 2000 DNA Analysis System) 
H2O qsp 6,5 |x) 
Sequenase 1 fil (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie, centrifuger rapide- 

ment, 

* ajouter le tampon de reaction, m^langer, 

* placer au bain-marie k 37*C, pendant 5 mns, 

* enlever les tubes et placer les dans la glace. 

d) Lavage des did6soxvnucl6otides fluorescents en ex- 
c6s: 

* passer les dchanti lions sur colonne de Sephadex® 

G50, 

* r6cup6rer les 6luats. 

e) D6tection 

La detection se fait pour chaque ^chantiilon apr6s 
migration 6lectrophor6tique et excitation par une source 
telle qu'un laser. Le signal est analyst par un fluorom^- 
tre. 

On obtient les courbes a (t^moin) et b (malade), 
comme visible suria figure 1, qui permet de d^tecterau 
niveau de la position correspondant k une dventuelle 
mutation, ^incorporation d'un ddATP en a, pour I'individu 
sain et pour I'individu malade homozygote en b, I'incor- 
poration d'un ddTTP. 


FYfimpla 7 Mlcrosequenqfl^e d'lin^ fc|pse sur une 
aefluence d'flclde nueleioue /ADN du bflcteriophaae 


* ADN simple brin de bacteriophage Ml 3mp8 

* Oligonucleotide de synthase dit Primer Universel 
de sequence : 3TGACCGGGAGGAAAATG5' 

10 

La premiere base incorpor6e sur I'amorce dans le 
sens 5'-^3' est un G. 

b^ Protocole 

75 

Le protocole est equivalent au protocole de detec- 
tion de mutation ponctuelle k partir de retape c de 
I'exemple 1. Les etapes a et b sont inutiles, 1' ADN du 
phage Ml 3 etant non contamine par des ollgonucieoti- 
20 des. 

En variante, le protocole est le suivant : 

- 3 ^g d'A.D.N. simple-brin M1 3 

1 5 ng d'oligonucieotide primer universel 
25 - 7 ^il de Tampon 5X Sequenase 

- H2O qsp 22 ^1 

La detection revdle I'lncorporatlon sur te primer d'un 
dideoxy GTP. ce qui correspond au resultat attendu, 
30 comme visible sur la figure 2, qui montre les resultats 
obtenus avec deux dilutions differentes des ddNTP 
(1/200(a)et1/400eme (b)). 


Revendieatlons 

1. Procede de detection et/ou d'tdentiflcation d'une 
base nucieotidique specifique dans une sequence 
d'acide nucieique cibie, du type comprenant une 
etape d'hybridation de la sequence cible sur laquel- 
le se trouve la base k identifier avec une sequence 
nucieotidique sonde de longueur suffisante pour 
permettre une hybridation correcte, quelle que soit 
la temperature de reaction, une etape de synthdse 
du brin compiementaire de I'hybride obtenu -ladite 
sequence nucieotidique sonde sen/ant d'amorce-, 
en presence d'une polymerase sans action exonu- 
ciease 3'5', et une etape de detection de la base k 
identifier par tout moyen approprie, 
lequel procede etant caracterise : 

en ce que ladite sequence nucieotidique. ser- 
vant d'amorce, s'hybride avec la sequence ci- 
ble, de maniere k ce que son extremite 3' soit 
adjacente k la base nucieotidique specifique k 
detecter et/ou k identifier ; et 
en ce que la synthese dudit brin compiemen- 
taire de I'hybride est realisee en presence d'au 


5 a) Materiel de depart 
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moins une base nucl6otidique bloquante choi- 
sie parmi les did^soxynucl^otides et en Tab- 
sence de dNTP, laquelle baso nucldottdique 
bloquante, lorsqu'elle est incorpor^e. est dd- 
tectSe et permet d'identifier la base nucltotidi- 
que spdcifique compldmentaire prdsente sur la 
sequence cible k analyser. 

2. Proc6d6 selon la revendicatlon 1 , caract^risd en ce 
que lesdites bases nucldotldiques bloquantes sont 
marqu6es de manidre approprl6e. notamment k 
I'aide d'un marqueur choisi dans te groupe qui com- 
prend des substances radloactlves, des enzymes, 
des produits chimrques chromophores fluorescents 
ou chimioluminescents et des antlcorps approprl6s. 

3. Proced^ sebn ia revendicatlon 2, caractdrisd en ce 
que (e marqueur est identlque ou different pour cha- 
cune des bases nucl^otldiques bloquantes. 

4. Proc6d6 selon ia revendication 3, caract6ris6 en ce 
que lorsque les quatre bases bloquantes sont mar- 
quees k {'aide de nnarqueurs diff^rents, la detection 
des quatre nucleotides bloquants est avantageuse- 
ment slmultan6e. 

5. Proc^de selon I'une quelconque des revendications 
1 k 3, caractdrisd en ce que lorsque les quatre ba- 
ses bloquantes sont marquees de manl^re identl- 
que ou bien torsqu'elles ne sont pas marquees, la 
detection des quatre nucleotides bloquants est rea- 
lises successivement et/ou separement. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce 
qu'on dose, de mani^re appropriee. le pyrophos- 
phate forme lors de la reaction de polymerisation, 
ledit dosage de pyrophosphate permettant de de- 
terminer pour laquelle des bases une reaction de 
polymerisation s'est produite. 

7. Proc6d6 selon la revendication 5, caracterise en ce 
qu'on detecte chaque base nucieotidique bloquante 
marquee. 

8. Kit ou coffret de diagnostic, pret k remplol, pour la 
mise en oeuvre du procede selon I'une quelconque 
des revendications 1 k 7, caracterise en ce qu'il 
comprend outre les quantites convenables de reac- 
tifs et tampons adaptes k la mise en oeuvre du 
proc6d6 : 

des quantites appropriees d'un nucleotide, ser- 
vant d'amorce. capable de s'hybrider avec la 
sequence cible de maniere k ce que son extre- 
mite 3' soit adjacente k ta base nucieotidique 
specifique k detecter ; 

des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cieotidiques bloquantes choisles parmi les di- 


desoxy nucleotides, de maniere k etre incorpo- 
rables dans le produit d'extension de i'amorce 
tout en bloquant I'eiongatlon dudit produrt 
d'extension ; et 
5 - des quantites appropriees d'une polymerase 
sans action exonuciease 3*5'. 

9. Kit ou coffret selon la revendication 8, caracterise 
en ce que les bases nucieotidiques bloquantes sont 

10 marquees de maniere appropriee, notamment k 
I'aide d'un marqueur choisi dans le groupe qui com- 
prend des substances radioactives, des enzymes, 
des produits chimiques chromophores fluorescents 
ou chimioluminescents et des anticorps appropries. 

IS 

10. Kit ou coffret selon la revendication 8 ou la reven- 
dication 9, caracterise en ce qu'il comprend, en 
outre, des reactifs appropries pour le dosage du py- 
rophosphate. 

20 

11. Application du procede selon Tune quelconque des 
revendications ^ k7,k\a detection de la presence 
de sequences d'acides nucieiques particulieres as- 
sociees k des maladies, telles que maladies gene- 

25 tiques ou maladies cancereuses, k des infectbns, 
ou propres k permettre I'identification d'individus 
humains, animaux ou vegetaux. 


30 Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis und/oder zur Identifikati- 
on einer spezlfischen Nukleotidbase In einer Ziel- 
nukleinsauresequenz, umfassend eine Stufe der 

35 Hybridlsierung der Zielsequenz, in der sich die zu 
identifizierende Base befindet, mit einer Sondennu- 
kleotidsequenz einer ausreichenden Lange, um ei- 
ne korrekte Hybridlsierung unabhangig von der Re- 
aktionstemperatur zu eriauben, eine Stufe der Syn- 

40 these des Komplementarstranges des erhaltenen 
Hybrids - wobei die Sondennukleotidsequenz als 
Startersequenz dient - in Gegenwart einer Polymer- 
ase ohne 3'5'-Exonukleas6Wirkung und eine Stufe 
des Nachweises der zu Identifizierenden Base 

45 durch jedes geeignete Mittel, dadurch gekenn- 
zelchnet, 

da8 die als Startersequenz dienende Nukleo- 
tidsequenz mit der Zielsequenz so hybridlslert, 

so da8 deren 3'-Ende der spezlfischen, nachzu- 

weisenden und/oder zu identifizierenden Nu- 
kleotidbase benachbart ist; und 
daB die Synthese des dem Hybrid komplemen- 
taren Stranges in Gegenwart mindestens einer 

ss blocklerenden Nukleotidbase, ausgewahit aus 

den Didesoxynukleotiden, und in Abwesenheit 
von dNTP durchgefuhrt wird, wobei die blockie- 
rende Nukleotkibase bel Einbau nachgewiesen 
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wird, und die Identifi Ration der spezifischen, 
komplementaren, in der zu analysierenden 
Zielsequenz vorhandenen Nukleotidbase er- 
laubt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die blockierenden Nukleotldbasen in 
geelgneter Weise, Insbesondere nnit Hilfe eines 
Markers, ausgewahit aus der Gruppe, umfassend 
radioaktive Substanzen, Enzyme, chemlsche chro- 
mophore, fluoreszierende Oder chemilumineszie- 
rende Produkte und geeignete Antikorper, markiert 
warden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, da3 der Marker fur jede der blockieren- 
den Nukleotldbasen identisch Oder unterschiedlich 
ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB, wenn die vier blockierenden Basen 
mit Hilfe von unterschiedlichen Markem nriarkiert 
werden, der Nachwels der vier blockierenden Nu- 
kleotide vorteilhaftenveise glelchzeitig vorgenom- 
men wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, da3, wenn die vier blockie- 
renden Basen auf identische Weise markiert wer- 
den Oder auch wenn sie nicht markiert werden, die 
Detektion der vier blockierenden Nukleotideaufein- 
anderfolgend und/oder getrennt durchgefuhrt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man in geeigneter Weise das wah- 
rend der Polymerisationsreaktion gebildete Pyro- 
phosphat bestimmt, wobei die Bestimmung von Py- 
rophosphat die Bestimmung eriaubt, fur wetche der 
Basen eine Polymerisationsreaktion stattgefunden 
hat. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man jede blockierende markierte Nu- 
kleotidbase nachweist 

8. Gebrauchsfertiges Kit Oder Diagnosereagenszu- 
sammenstellung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es auBer geeigneten Mengen 
an Reagentien und Puffern. die fur die Durchfuh- 
rung des Verfahrens geeignet sind, 

geeignete Mengen eines Nukleotlds, das als 
Startersequenz dient, mit der Fahigkeit, mit der 
Zielsequenz so zu hybridisieren, daB deren 3'- 
Ende der spezifisch nachzuweisenden Nukleo- 
tidbase benachbart ist; 
- geeignete Mengen der vier bkxkierenden Nu- 


kleotldbasen. ausgewahit aus den Didesoxy- 
nukleotiden, so daB sie in das Extension spro- 
dukt des Starters eingebaut werden konnen, 
wahrend vollstandig die Verlangerung des Ex- 
5 tensionsprodukts blocklert wird; und 

geeignete Mengen einer Polymerase ohne 3'5'- 
Exonukleasewirkung, umfaBt. 

9. Kit Oder Reagenszusammenstellung nach An- 
10 spruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die blok- 

kierenden Nukleotldbasen in geeigneter Weise, ins- 
besondere mit Hilfe eines Markers, ausgewahit aus 
der Gruppe, umfassend radioaktive Substanzen, 
Enzyme, chemlsche chromophore, fluoreszierende 
IS Oder chemilumineszierende Produkte und geeigne- 
te Antikorper, ausgewahit sind. 

10. Kit Oder Reagenszusammenstellung nach An- 
spruch 8 Oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB es 

20 weiterhin geeignete Reagentien fur die Bestim- 
mung von Pyrophosphat umfaBt. 

11. Venwendung des Verfahrens nach einem der An- 
sprQche 1 bis7zum Nachwels derAnwesenheit von 

2S Nuklelnsauresequenzen, die speziell mit Krankhei- 
ten, wie genetischen Erkrankungen oder Krebser- 
krankungen, Infektionen, assoziiert sind, Oder ge- 
eignet sind, menschlk;he, tierische oder pflanzliche 
Individ uen zu dentifizieren. 


Claims 

1. Process for detecting and/or kientifying a specific 
nucleotide base present on a target nucleic acid se- 
quence of the type comprising an hybridisation step 
of the target sequence on which the base to be iden- 
tified Is present with a nucleotide sequence probe 
of sufficient length to permit a correct hybridisation, 
whatever the reaction temperature, a step of syn- 
thesis of the complementary strand of the obtained 
hybrid -the said nucleotide sequence probe serving 
as primer-, in the presence of a polymerase without 
3'5' exonuclease actk>n, and a step of detectbn of 
the base to be identified by any appropriate means, 
said process being characterised in that: 

said nucleotide sequence serving as primer, 
hybridises with the target sequence in such a 
way that its 3' end Is adjacent to the specific 
nucleotide base to be detected and/or to be 
identified; and 

the synthesis of said complementary strand is 
performed In the presence of at least one block- 
ing nucleotide base selected among dideoxy- 
nucleotides and In the absence of dNTP, said 
blocking nucleotide base, when it is incorporat- 
ed, is detected and permits identification of the 
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complementary specific nucleotide base 
present on the target sequence to be analysed. 

2. Process according to claim 1 , characterised in that 
said blocking nucleotide bases are labelled in an 
appropriate manner, in particular using a labeller 
chosen from the group which comprises radioactive 
substances, enzymes, chromophore fluorescent or 
chemiluminescent chemical products and appropri- 
ate antibodies. 

3. Process according to claim 2. characterised in that 
the labeller is identical or different for each of the 
blocking nucleotide bases. 

4. Process according to claim 3, characterised in that 
when the four blocking bases are labelled using dif- 
ferent labellers. the detection of the four blocking 
nucleotides is advantageously simultaneous. 

5. Process according to any one of claims 1 to 3, char- 
acterised In that when the four blocking bases are 
labelled in an identical manner or when they are not 
labelled, the detection of the four blocking nucle- 
otides Is carried out successively and/or separately. 

6. Process according to claim 5, characterised in that 
the pyrophosphate formed during the polymerisa- 
tion reaction is determined in an appropriate man- 
ner, the said pyrophosphate determination making 
it possible to determine in which one of the bases a 
polymerisation reaction is produced. 

7. Process according to claim 5, characterised in that 
each labelled blocking nucleotide base Is detected. 

8. Ready-to-use diagnostic kit or box for carrying out 
the process according to any one of claims 1 to 7, 
characterised in that it comprises, in additbn to the 
suitable amounts of reagents and buffers suited for 
carrying out the process: 

appropriate amounts of a nucleotide, sending as 
primer, capable of hybridising with the target 
sequence in such a way that its 3' end is adja- 
cent to the specific nucleotide base to be de- 
tected; 

appropriate amounts of four blocking nucle- 
otide bases selected among dideoxynucle* 
otides in such a way that they can be incorpo- 
rated in the extension product of the primer 
while blocking the elongation of the said exten- 
sion product; and 
- appropriate amounts of a polymerase without 
3'5' exonuctease action. 


propriate manner, in particular using a labeller cho- 
sen from the group which comprises radioactive 
substances, enzymes, chromophore fluorescent or 
chemiluminescent chemical products and appropri- 
5 ate antibodies. 

10. Kit or box according to claim 8 or to claim 9, char- 
acterised in that it also comprises reagents suitable 
for the determination of the pyrophosphate. 

10 

11. Application of the process according to any one of 
claims 1 to7tothedetectionof the presence of par- 
ticular nucleic acid sequences associated with dis- 
eases, such as genetic diseases or cancerous dis- 

IS eases, or with infections, or suitable for permitting 
the identification of human, animal or vegetable in- 
dividuals. 
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9. Kit or box according to claim 8, characterised in that 
the blocking nucleotide bases are labelled in an ap- 
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